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LETTER

Angiogenesis and the tumor
space–time continuum

Tumors invade space through cancer cell proliferation and tu-
mor mass expansion. Tumor growth is maintained over time
using the cancer stem cell pool, which is the cell population with
self-renewal potential. The work by Conley et al. (1) provided
evidence that antiangiogenic agents increase cancer stem cells
through the generation of tumor hypoxia. These findings are in
accordance with the findings showing that hypoxia induces stem
cell markers expression in cancer cells (2, 3) and that anti-
angiogenic therapy elicits malignant progression of tumors (4).
Thus, there is now sufficient evidence to reconsider the role of
tumor angiogenesis in cancer progression. Tissues need nutrients
and oxygen for growth, and tumors behave as other tissues.
This view is the classical view, in which, according to the work by
Folkman (5), the role of tumor angiogenesis fulfills the function
of normal vessels that is to deliver oxygen and metabolites
and remove waste products. However, tumor vessels are abnor-
mal and fail to fulfill these functions. Therefore, tumors have
naturally chronic and cyclic hypoxic regions. This paradoxical
consequence of tumor angiogenesis is that, because of its defi-
ciencies, it also generates hypoxia. In pathology such as cancer,
a defect in a physiological process does not necessarily suppress
the function of the process but can generate a novel function

required for disease development. Here, the other function of
tumor angiogenesis is to maintain tumor growth over time
through cancer stem cell increase. This dual nature of tumor
angiogenesis ensures a balance between growth over space
(by providing oxygen and nutrients; i.e., physiological function)
and growth over time (by generating hypoxic regions that
increase the cancer stem cell pool; i.e., pathophysiological
function). Hence, tumors require both the physiological and
pathophysiological functions of tumor angiogenesis. Therefore,
the significance of tumor angiogenesis is the generation of a
tumor space–time continuum.
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1.3.2.� Classification	  (OMS	  2007)	  
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1.3.3.� La	  classification	  moléculaire	  
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	  	   IDH1/2	   1p/19q	   MGMT	   EGFRvIII	   BRAF	  

Astrocytome	  pilocytique	   -‐	   -‐	   <10%	   -‐	   50%	  

Astrocytome	  diffus	   75%	   15%	   45%	   -‐	   rare	  

Oligoastroctyome	  /	  
Oligodendrogliome	  

75%	   45%	   70%	   -‐	   rare	  

Astrocytome	  Anaplasique	   60%	   15%	   50%	   -‐	   rare	  

Oligoastroctyome	  /	  
Oligodendrogliome	  
Anaplasique	  

70%	   70%	   70%	   -‐	   rare	  

Glioblastome	   10%	   <5%	   35%	   30%	   <5%	  
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2.�La	  prise	  en	  charge	  thérapeutique	  	  
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2.1.�La	  chirurgie	  	  
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2.2.�La	  radiothérapie	  
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%	  de	  survie	  moyenne	  
Gliome	  Grade	   Thérapie	   1	  an	   2	  ans	   3	  ans	   5	  ans	  

III	   Chirurgie	  seule	   12	   6	   7	   3	  
III	   Chirurgie	  +	  Radiothérapie	   40	   31	   27	   16	  
IV	   Chirurgie	  seule	   8	   3	   0	   0	  
IV	   Chirurgie	  +	  Radiothérapie	   24	   9	   6	   0	  
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2.3.�La	  chimiothérapie	  
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2.4.�Les	  thérapies	  anti-‐angiogéniques	  	  

�

���� ���� ������� ���� �������� ���� ��� ��������� ��� ����� ������� ��� �������������� ����� ���

����������� ��������� ���� ��� ������� ��� ��� ����������� ���������� ���� �������� ����������� ���

������ ������� ��� �������������������� ��� ����� ������������� ��� ������������ ��� ����� �����

��������� ���� �������� �������������� ��� ��� ������� ��� �������� �� ���� ������ ����������� ��

������� � ����� �������� �� ������� ����� �� ������ ������������ ��� ��� ��������� ���

�������������� ����� ������� ����������� ��������� ��� ��������� ������������ ������� �������

��������������������������������������������������������������������������������������������

����������������������������������

�

�������������� ���� ��� ���������� ���������� ���������� ��� ��������� ��� ��������� ����� ��� �����

��������������� ��������� ���� ������ ��� ��������������� ��� ������� �������� ��� �����������

����������� �� ������������� ��� �� ������������� ��� ��� ����������� ���� ��������� ��������������

������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������ ��� ����������� ������������� ���������� ��������� �����������

��������������������������

�

�

�

�



�������������

�
������������ ���

�

���������������������������������

�

�

������ ���������� �������� ��� ����� ��� ��� �������� ��������� �� ��������� ��������� �������� ��� ����

������������������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������� �������

��� �������������� ��� ������ �������� ��� ������ ��� �������������� ��������� ���� ����� �����

����������� �� ��� ���������� ���� ��������������� ��� ����� ��� ������ �������� ��� ����������

����������� ��������������������� ������ ���� ��������� ���������������������� ��� ����������

����������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���� ����������� �� ��������� ��������� ������� ��������� �� ��� ��� ����� ��������� �������

�������������� ���� ��� ���� �������� ���� ����� ��������������� ��������� ����� ���

������������������ ������� ���� ���� �������� ��� ���� ����� ���������� ����� ���� �������

����������� ����� �������������� ��� ����� ��� ������������� ����������� ��� ����� �� ���� ����

����������������������������������

�

���������������������������������������������������������������������������������������������

������������������ ��������������������������� ��������������� �����������������������������

���� ������������ ��� ��������� �������� ��� ������������ ���� ��� ��������������������� ���������

������������������ �������� ��� ����� ��� ���������� ��� ��������� ����� ���� ���������� ��������



�������������

�
������������ ���

���� ������������ ��� ��������� ������� ����� �������� ������� ���� ����������� ��� ���� ������� ���

������������������������������������������������� �������������������������������� �������������

��������������������������������������

�

������������������������������������������������������������������������������������������

������ ��� ���� ���� ���������������� ������������������ ��� ��������� ����� �� ��� ���� ���� �������

������������������������������������������������������������������������������������������

��������������� ��������� ��� ���� ������������� ����������� ��������� ��������������������

���������� ��������������������������������������������� ���������������������������������

������� ������������ ���� ������������� ��������������� ������������ ��������������…�� ���� ���

������ �������������������������������� ����������������������������������������������� ��� ����

��������������������������������������������������������������������������������������

�

�

�

�

����������������������������������������������������������������������������

Type	   Molécule	   cible	  
Anticorps	   Bevacizumab	  (Avastin®)	   VEGF-‐A	  

Inhibiteur	  à	  
tyrosine	  
kinase	  

Sorafenib	  (Nevaxar®)	   VEGF-‐R1,-‐2,-‐3,	  PDGFR,	  Raf,	  c-‐kit	  

Sunitinib	  (Sutent®)	   VEGF-‐R1,-‐2,	  PDGFR,	  c-‐kit,	  Flt-‐3	  

Vandetanib	  (Zactima®)	   RET,	  VEGF-‐R,	  EGF-‐R	  

Pazopanib	  (Votrient®)	  	   VEGF-‐R,	  PDGF-‐R	  

Everolimus	  (Afinitor®)	   mTOR	  

Cabozantib	  (Cometriq®)	   c-‐MET,	  VEGF-‐R2	  

Afatinib	  (Gilotrif®)	   EGFR,	  HER2	  

Axitinib	  (Inlyta®)	   VEGF-‐R1,-‐2,-‐3,	  PDGFR,	  c-‐kit	  

Regorafenib	  (Stivarga®)	   VEGF-‐R2,	  TIE2	  
�
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3.�La	  recherche	  de	  biomarqueurs	  par	  marquage	  isotopique	  	  
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3.1.�Les	  biomarqueurs	  

3.1.1.� La	  notion	  de	  biomarqueurs	  
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3.1.2.� Généralités	  
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3.2.�Le	  marquage	  isotopique	  in	  vivo	  
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3.2.1.� Les	  isotopes	  :	  définition	  
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3.2.2.� Le	  marquage	  isotopique	  radioactif	  
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3.2.3.� Le	  Carbone	  14	  :	  premier	  radio-‐traceur	  «	  stable	  ».	  
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3.2.4.� Les	  isotopes	  stables	  	  
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3.3.�La	  résonance	  magnétique	  nucléaire	  (RMN)	  
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Noyau	   γ 	  (rad.T−
1.s−

1)�

19F	   2,518.108	  
13C	   0,6728.108	  
31P	   1,084.108	  
1H	   2,67.108	  
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3.4.�La	  spectrométrie	  de	  masse	  	  
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3.4.1.� La	  SRM	  (Selected	  Reaction	  Monitoring)	  
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3.4.2.� Le	  SILAC	  
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3.4.3.� Marquage	  des	  protéines	  in	  vivo	  
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3.5.�Le	  turnover	  des	  protéines	  
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Nom	   Code	  
Doses	  journalières	  recommandées	  

pour	  les	  adultes	  (mg/kg)	  
Structure	  

Phénylalanine	   F	   25�

	  

Leucine	   L	   39�

	  

Méthionine	   M	   15�

	  

Lysine	   L	   30�

	  

Isoleucine	   I	   20�

	  

Valine	   V	   28�

	  

Thréonine	   T	   15�

	  

Tryptophane	   W	   4�
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PARTIE	  1	  :	  
Les	   anticorps	   monoclonaux	  
thérapeutiques	  :	  le	  bevacizumab	  
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DCI	  
Nom	  
Commercial	  

Cible	   Effets	  indésirables	  

cetuximab	   Erbitux®	   EGFR	  
Réactions	  lors	  de	  la	  perfusion,	  Rash	  
acnéiforme,	  Mucites,	  diarrhée	  

panitumumab	   Vectibix®	   EGFR	   Rash	  acnéiforme,	  Mucites,diarrhée	  

trastuzumab	   Herceptin®	   ERB2	  
Réaction	  à	  la	  première	  injection,	  
Cardiomyopathie	  

bevacizumab	   Avastin®	   VEGF-‐A	  
Hypertension	  artérielle,	  protéinurie,	  
thrombose	  veineuses	  et	  artérielles,	  
hémorragies	  

1.�Exemple	  du	  bevacizumab	  
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Monitoring Monoclonal Antibody Delivery in Oncology:
The Example of Bevacizumab
Guillaume Nugue1,3, Marie Bidart1,2,3, Marie Arlotto1,3, Mireille Mousseau1,2,3, François Berger1,2,3,

Laurent Pelletier1,2,3*

1Grenoble Institut des Neurosciences, Grenoble, France, 2Centre Hospitalier Universitaire, Grenoble, France, 3Université Joseph Fourier, Grenoble, France

Abstract

Developing therapeutic monoclonal antibodies paves the way for new strategies in oncology using targeted therapy which
should improve specificity. However, due to a lack of biomarkers, a personalized therapy scheme cannot always be applied
with monoclonal antibodies. As a consequence, the efficacy or side effects associated with this type of treatment often
appear to be sporadic. Bevacizumab is a therapeutic monoclonal antibody targeting Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF). It is used to limit tumor vascularization. No prognosis or response biomarker is associated with this antibody, we
therefore assessed whether the administration protocol could be a possible cause of heterogeneous responses (or variable
efficacy). To do this, we developed a bevacizumab assay with a broad sensitivity range to measure blood bevacizumab
concentrations. We then analyzed bevacizumab concentrations in 17 patients throughout the first quarter of treatment. In
line with previously published data, average blood concentrations were 88+/227 mg/L following the first dose
administered, and 213+/2105 mg/L after the last (6th) dose administered. However, the individual values were scattered,
with a mean 4-fold difference between the lowest and the highest concentration for each dose administered. We
demonstrated that the bevacizumab administration schedule results in a high inter-individual variability in terms of blood
concentrations. Comparison of assay data with clinical data indicates that blood concentrations above the median are
associated with side effects, whereas values below the median favor inefficacy. In conclusion, bevacizumab-based therapy
could benefit from a personalized administration schedule including follow-up and adjustment of circulating bevacizumab
concentrations.
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PARTIE	  2	  :	  
Délivrance	   localisée	   dans	   le	   traitement	  
des	  GBM	  
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1.�Matériels	  et	  méthode	  
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1.3.�IRM	  de	  contrôle	  
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1.4.�Traitement	  
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1.5.�Dosage	  de	  bevacizumab	  
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1.6.�Immuno-‐histofluorescence	  
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2.�Résultats	  

�

2.1.�Dosage	  du	  bevacizumab	  

�

��� �������������� ���� ����������� ���� ����� ��� �� ��������� ����µ��� ��� ���������� ��������

���µ���� ��� ������� ��� ������������ ���� �������� ���� ������ ��� ����������� ����� ��� �����

����������������� µ������ �������������� µ������� ��� �������� ������������������ µ������

������������������ µ����� ���� ��� ������ ������������������ µ����� ������������������

µ������� ����� ��� ����� ������������������µ������������������������µ������ ��� ����� ���� ������

������������������µ������������������������µ�������

�

����� ��������� �������������������������������� ������������������ �������� ������������ ���

���������� ����������������������������������������������������������������� ������������

��������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������������

�



������������������������������������������������������ ����

�
������������ ���

�
������������������������������������������������������������������������������������������������������������
���������������������������������������������������������������������������������������µ��������������µ��
���������������������������

�

�

2.2.�Survie	  des	  animaux	  
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2.3.�Immuno-‐histofluorescence	  
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PARTIE	  3	  :	  
Le	  turnover	  des	  protéines	  
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1.�Matériels	  et	  Méthodes	  

1.1.Etude	  préclinique
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1.2.�Préparation	  des	  échantillons	  
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1.3.�LC-‐MS/MS	  et	  bioinformatique	  
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2.�Résultats	  

2.1.�Etude	  préliminaire	  

2.1.1. Alimentation
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2.1.2.� Choix	  de	  l’acide	  aminé	  

�

��������������������������������������������������������������������������������������������

�������� ���𝑅𝐼𝐴!��������������� ���𝑅𝐼𝐴!�� ���������������������������� ��������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

𝑅𝐼𝐴!�� ���� ��������� ��� ����� ����� ��� �������� ��������� �� ��� ������������ �� ���

�������������������������������������������������� ������������������������� ��������������

������������������������������������������������

V	  

V*	  A

K	  

K*	  

B



�������������������������������������
�

�
������������ ���

�

����� ��� �������� ����� ������������� ��� ��������� ����� ����� ��������� �� ������� ����� ������ ������

����������������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������

�

�� �������

�� ��������

�� �����������

�� �������

�

��� ������� ���� ��������� ����� ��� ���������� ��� ������ ���� ��� ���������� ���������� ����

������������������� ��������� ��� ���������� ����� ���������� ������������� ��� ��������� ������ ����

����������������������������������������������������������������������������������������������

��� �������� ���� ��������������������������������

�

���������� �������� ��������� ���� �� �������� ���������� � �� ��������

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

���������������������� ������������� ����������������������� ������������������� �������� �����

����� ����� ������������ ���� ��� ������ ����������� ����� ���� ���������� ���������� ��� ��������

����������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������ ���������������������������� ���������������� ���

������������������������������������������������������������������������������������

�������������� ��� �������������� �������������������� ���� ����������������� ��������� ��� �����

���� ��� ���� ����� ������� ������� ���������� ���������� ����������������� ���� ��������� ���

Equipe	   Marquage	  

Lichtenstein	  et	  al.��
�����	  	  	  

2H3-‐Leucine,	  2H3-‐Valine,	  13C2-‐Lysine	  

Bateman	  RJ	  et	  al.��
����	  	  

13C6-‐Leucine	  

Steiner	  SJ	  et	  al.	  	  
18119	  	  

d5-‐Phenylalanine	  +	  13C-‐Leucine	  

Van	  Den	  Akker	  CH	  et	  al.��
������	  

13C-‐15N-‐Leucine,	  13C5-‐Valine,	  
	  13C-‐Methionine	  
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	  Acide	  aminé	   formule	  brute	   masse	  molaire	   Occurrence	  

Leucine	   C6H13NO2	  	   131	  g/mol	   9,1	  %	  
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2.1.3. Test de toxicité
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2.2.�Cinétique	  d’incorporation	  
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3.�Discussion	  

�

���� ��������� ���������� ���� ���������� ������� ���� ������� ��� ������� ��� ��������� ����

�������������� ������������� ����� ���� ��������� ������ ���� ���� ������� ������������������

������������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���������� ������������� ��� �������� ������������ ���� �������������� ����������� ����� ���

���������� ��� ��������������� �������� �������������� ��� ��� ����������������� ������ �����

������������������������������������������

�

������������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������� �������� ��� ��������������� ���� ����������� ��� ���� ����������� ������������

���� ��������� ��� ��������� ����������� ������������� ����� ������� ���������������� ���������

���������������������������

�

�

�

�����������������������������������������������������������������������������������������

�

����� ��� ���������� ��� ��������� ���� ����������� ��� ���� ����������� ��� ��������� ��� ��������� ���

������� ��������������������������������������������������� �������� ����������������� �����������



�������������������������������������
�

�
������������ ���

������������������������������������������������ �������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������

�

����� ��������� ��� ��������� ����������� ��� ������ ��� ������� �� ���� �������� ��� ����� ��� ����������

����������������������������������������������������������������������������������������������

���������� ������������������������������������������������������������������ ���������������

��� �������� ���������������� ��� ������� ������������������������� ��������������� ���������

������� ������� ���� ����������� ����������� ���������� ��� ����� ���������� ���� ��������� �����

�������� ���� ���� ��������� ����������� �������� ��� ����� ��� �������� ���� ���� �����������

����������������������������������������������������������������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

���������������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������������������������

���� ���������������������������������������� ������������������ ��������������� ���������

��� ������ �������� ����� ������ �������� ���� ����������������� ��� ��� ������� �������� �������� ����

��������� �� ���� ����������� ����������� ��� ���������� �������� ���� ��������� ���������

����������������������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������

�

�����������������������������������������������������������������������

�



�������������������������������������
�

�
������������ ���

������������������������������������������������������������������������������������������

����� ���� ����������� ��������������� ���� ���� ��������� �������� ��������� ��������� ��� ����

���������������� ���������������������������������� ���������������������������������������

������������ ��� ���� ������������ ���������� ������������ ��� ������ ��� ���������� ��� ������� ����

���������� ������������������������������������������ ����� ��������������������������������

�����������������������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������

�

��������������������������������������������������������������������������������������������

������������������������������� �������������� ��������������������������� ����������������

���������� ���������� ��� ����� ��������� ������� ��� ��������� ���� ����������� ��� ��������� ���

���������� ����� ��� ����������������� ��������� ��� ��� �������� �� ����������� ������������� ������

���������� ����� �������� ��� ������������ ��� ������� ��� ��������� ���� ������ ��� ���������������

���������� ���������� ���� �� ������� ������������� ��� ������� ���������������� ���������

�



�

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

PARTIE	  4	  :	  
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Equipe Localisation Année Marquage Nombre Patient

Tanaka	  K	  et	  al.	  	  
��	  

Etats-‐Unis	   1975	   13C	  Valine	   1	  enfant	  de	  7	  ans	  

Lichtenstein	  et	  al.�����	   Etats-‐Unis	   1990	  
2H3-‐Leucine,	  2H3-‐Valine,	  13C2-‐

Lysine	  
3	  volontaires	  sains	  

Bateman	  RJ	  et	  al.���	   Etats-‐Unis	   2006	   13C6-‐Leucine	   10	  (7	  hommes	  et	  3	  femmes)	  

Steiner	  SJ	  et	  al.	  
119	  

Etats-‐Unis	   2007	  
d5-‐Phenylalanine	  +	  13C-‐

Leucine	  
15	  enfants	  

Van	  Den	  Akker CH	  et	  al.	  
���	  

Pays-‐Bas	   2011	  
13C-‐15N-‐Leucine,	  13C5-‐Valine,	  

13C-‐Methionine	  
8	  femmes	  enceintes	  
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1.�Objectifs	  de	  l’étude	  
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2.�Balance	  bénéfice/risque	  
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3.�Protocole	  clinique	  
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	   	   	   Bolus	  10	  min	   Infusion	  9h	  	  
Poids	  Patient	  (kg)	   quantité	  administrée	  (mg)	   volume	  (ml)	   débit	  1	  (ml/min)	   débit	  2	  (ml/min)	  

50-‐65	   1200	   171	   1,71	   0,29	  
66-‐75	   1400	   200	   2,00	   0,33	  
76-‐85	   1600	   229	   2,29	   0,38	  
86-‐100	   1800	   257	   2,57	   0,43	  
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4.�Dossier	  pharmaceutique	  
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4.1.�Documents	  techniques	  

���� ��������� ���������� ���� �������� ����� ��� ������������ ��� ��� ��������� �������� ��� �����
����

��������������

�� �����
��������������������������������

�� ��������������������������������������������������������

�

�������������������������� �������� ����������������������������������������������������

�����������������

�

4.2.�Qualification	  de	  la	  Valine	  marquée	  

�

��� �����
����������� ��� �������� ���� �� ������������ ����� ��� ������������ ������������

����� ��� ���������� ���� ������� ���������� ���������������� �������� ���� ���������� ��������

���������� ���������������� ��� �������������� ������ ���� ������������ ����� ��� ������ ���������

����� ���������� �������������

�

����� ���� ���������� ���� ��������� ������������������� ����������������� ��� ������������� �����

�����������������������������������������������������

�

�

�



��������������������������������������

�
������������ ����

���������������������������������������������������������������

Test
Pharmacopée	  
Européenne	   Résultats

Pouvoir	  rotatoire	  spécifique	   2.2.7	   +26,5°	  à	  +29°	  

Chlorures	   2.4.4	   ≤	  200	  ppm	  

Sulfates	   2.4.13	   ≤	  300	  ppm	  

Fer	   2.4.9	   ≤	  10	  ppm	  

Métaux	  lourds	   2.4.8	   ≤	  10	  ppm	  

Perte	  à	  la	  dessiccation	   2.2.32	   ≤	  0,5	  %	  

Cendres	  sulfuriques	   2.4.14	   ≤	  0,1	  %	  

Enrichissement	  isotopique	   -‐	   ≥	  99	  %	  

Toxicité	  anormale	   2.6.9	   Aucune	  létalité	  sur	  les	  
animaux	  à	  4	  jours	  

Dosage	  des	  endotoxines	  bactériennes	   2.6.14	   <	  0,05	  UI/mg	  

Dosage	  de	  la	  valine	  sur	  substance	  
desséchée	  

-‐	   98,5	  %	  à	  101,0	  %	  
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4.3.�Stabilité	  de	  la	  solution	  stérile	  
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CONCLUSION	  et	  PERSPECTIVES	  
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